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Culture du virus de la Rhinotrachéite infectieuse 
des bovins sur les cellules testiculaires 
d'embryon de mouton 
par NGUYEN BA-VY et P. PERREAU 
RÉSUMÉ 
La multiplication du.virus de la rh1notrachéite infectreuse bovine peut s'effec-
tuer sur des cellules testiculaires d'embryon de mouton, cultivées in vitro en 
milieu à bCJ.se d'hYdrolysat de lac1albumine additionné de sérum d'agneau et de 
veau. Elle se manifeste par un effet cytopathogène au bout de vingt à quarante 
heures d'incubation à 37°C De grosses inclusions éosinophiles ?'un type par-
ticulier ont été observées dans le cytoplasme d'un certain nombre de cellules 
atteintes. Les cellules séroprotégées,restenf normales. 
La rhinotrachéite infectieU'se bovine est une 
maladie virale, contagieuse, inoculable, carac-
térisée par de la fièvre, de l'inflammation exsu-
dative,des premières voies respiratoires et de la 
dyspnée. Cette maladie, très répandue en Amé-
rique du Nord, a été observée en Allemagne, 
en Nouvelle-Zélande et en Angleterre. En 
Afrique centrale plusieurs foyers ont été obser-
vés dans la région du lac du Tchad et les souches 
de virus isolées et identifiées par PROVOST et 
BORREDON (1 ). Nous avons des raisons de 
croire qu'elle existe aussi en Afrique occidentale, 
puisque des sérums de bovrns de Côte-d'Ivoire se 
sont révélés, entre nos mains, très positifs au 
test de séroneutral,sation en culture cellu\a1re. 
Dans les régions où sévit la peste bovine, un 
risque de confusion existe, tout au moins au 
.début de l'évolution clinique, puisque l'hyper-
thermie et le jetage, nasal sont des signes com-
,muns à ces deux affections. 
Le virus a été ·isolé en 1956 et cultivé sur cel-
lules rénales d'embryon de bovin par MADIN, 
YORK et Mc KERCHER _(2). La culture a été 
,effectuée aussi sur cellules rénales de bovin 
(SCHWARZ et coll. 1957) (3), sur cellules cancé-
reuses de souche Hela (CABASSO et coll. 1957) 
{4) (ORSI et CABASSO, 1958) (5), sur cellules 
rénales de porc (SCHWARZ et coll. 1958) (6), 
sur cellules de l'amnios humain (CHEATHAM et 
CRANDELL 1957) (7). sur cellules rénales de 
chien (GILLESPIE, 1959. cité par MADIN) (8) 
Selon Mc "ERCHER (9) la multiplication virale 
avec effet cytopathogène peut se foire aussi 
sur cellules rénales de caprin, d'ovin, d'équin, 
sur cellules testiculaires de lapin, .et sur cellules 
de ganglions lymphatiques de bovin. Ce virus ne 
se multiplie pas sur fibroblastes d'embryon .de 
poulet, sur Cerveau de souris ou sur cellules 
rénales de cobaye, de souris et de singe (MADIN 
1958, cité par Mc KERCHER) (9). En 1961, 
KNOCKE et LIESS (10) ont cultivé ce virus sur 
cellules testiculaires et rénales de bovin et ont 
observé des corpuscules intranudéoires et intra-
cyfoplasmiques, à l'examen au microscope ~:lec-
tronique. 
Dans ce travail, nous présentons les résultats 
. obtenus sur des cellules testiculaires de fœtus de 
mouton, dont l'intérêt, nous semble-t-il, est 
d'avoir permis· l'observation d'inclusions intra-
cellulaires particulières. 
MATÉRIEL ET TECHNIQUES 
1. - Milieux de culture 
Le milieu à base d'hydrolysat de lactalbumine 
(Difco) (à O,:S p. 100 en solution de Hanks) est 
additionné de 0,5 p. 100 d'extrait de levure 
(Yeast Extract, Difco) de 5 p. 1·00 de sérum de 
veau et de 5 p. 100 de sérum de. mouton °Les 
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antibiotiques sont ajoutés à. raison de 100 U.de 
pénicilline, de 100 µg de streptomycine et de 
100 U. de Mycostatine par ml de milieu. 
Ce milieu convient pour la croissance des cel~ 
Iules de première explantation et pour les pre-
miers passages. Pour les passages ultérieurs (à 
partir du 3•) il faut remplacer le sérum de mou-
ton adulte par du sérum. d'agneau (*). HESS et 
ses collaborateurs (11) ont préconisé le milieu 
d'Eagle-Hanks additionné de 10 p. 100 de sérum 
d'agneau pour la croissance des cellules testi-
culaires. 
Le milieu d'entretien contient seulement 5 
p. 100 de sérum d'agneau. 
2. - Solution de trypsine 
C'est la trypsine Difco (1/250) à 0,25 p. 100 
en solution de Hanks. Le pH est ajusté à 7,5 avec 
une solution de bicarbonate de sodium à. 1,4 
p. 100. 
3. - Tr}'pSlnatiorl des teStiCUies ei"nbryoniidlrés 
de mouton 
Les testicules prélevés osept,iquemeht sont 
débarrassés de la vaglncrle etâe l'épididyme, puis 
lavés avec de la solutrdn de Honks. On incise 
ensuite l'albuginée d11ns le sens du g'rand axe 
et 0'n s'épd:re le tissu s-emih'ifère qui s'erd déCoupë 
finement en pefils fragments. Après 3 lavages 
avec du HarikS, ces morGeaux sont mis en sùs-
pension dahs :SO ml de trypsine pendant 10 mi-
nutes à la teînp'érature du laboratoire. Le sur- 1 
nageant est jeté et relT\.placê par 60 ml dè tryp-
sine neuve. La suspension est agitée très di8uce-
mer1t pendant deux h~ures à 37° C. 
On sépare pa'r d,êtcantatioh la susp,msi~n cel-
lulaire de gros fragments tissulaires qui p.eu..,,mt 
être sourlris à une nou~lle trypsinuti·on. Apr~s 
une centrifugation à 1.000 t/m pendant 5 mlhules, 
le culot cellulaire est dosé, remis en suspension 
dans 20 mi de milieu nutritif et soumis à un pipet-
tage vigoureux. On cijoute ·du milieu de culture 
en quantité suffisante pour avoir une suspension 
de cellules à 0,5 p. 100 (v/v) avant la distribution 
en flacohs. 
(*) Dans ce travail, nous avons utilisé le sérum 
d'agneaux de boucherie âgés de 4 à '6 mois : dOns la pro-
portion de 10 p.100 (V/v). 
Les cellules de première explantation forment 
une nappe rugueuse et tourmentée. A partir du 
deuxième passage, elles sont plus régulières, 
constituant un tapis lisse et continu. 
4. - Souches de virus 
Les deux souches de virus de rh1notrachéite 
1 nfectieuse bovine (LA E.) et (B1) 45, nous ont été 
envoyées par le laboratoire de Farcha (Tchad)(*) 
La première provient .du Veterinary Virus Re-
search .instilute (Corneil University, ithaca New 
York) et a été passée 5 fois sur cellules rénales 
d'embryon de bovin. La deuxième provient de 
la coliedion du Professeur WAGNER, de l'Ecole 
vétérinaire de Hanovre en Allemagne. 
S. - Antiséru ms 
Les lapins reçoivent par voie intra-verneuse 
1 ml de Culture de viruS, 2 fois par semaine 
et pendant 3 semaines. On vérifie au bout de 
la 4e semaine le.titre du sérum obtenu par ponc-
tion cardiaque. S'rl est satisfaisant ; on saigne les 
animaux 10 jours après k1 dernière injection. 
Deux antisérums de bovins convalescents nous 
ont été envoyés du Tchad. 
6. - Titrage du virus 
La suspel'rSion virulente est <:i1lu~ selbn · une 
progression détimale de 10-1 à 1 o-•, dvec du 
milieu d'entreiièi\. Les tubës de •cellules sont •idés 
de H,ur ancien milieu. Oh y djbute 0,2 ml de 
chctque dilution vitalê (5 tubes p'our chb.cune) eh 
commençant par la plus forte dilution qui est en 
giénéral 10~• pour terminer à 10-• .. 
Après une'incubafioh à 37b C p'endctnt 1 heure, 
chaque tube· reçoit 1 ml de mÎ'lietl 0d'èritrëhen, 
'binii que lé 5 tubes tém'oins. La l<icture ·sê ftiit 
au 4° et 5, j'our ·d'incubation à 37°, par la re-
dtèchë dü p'ouvoi r' cytopothogène. Lct dbse 
infectante 50 p. 100 (DICT,0) est i:alcu lée selon 
la méthode de REED et MUENICH. 
7. - Test de séro-ileutralisation 
L'antisérum est dilué à 1/2, 1/10, 1/20, 1/40, 
etc. .. , av'e~ du milie.u d'erltretien et mé!an~é à 
(*) Nous t'enons à exprimer nos vifs remerciements à 
, notre confrère A. Provos~ qui nous a fourni ces souches: 
· elles sont utilisé'es au 10.borato'ir'e de Farcha comme 
Soui:he'.s de réfé·re'nce. 
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égales parties av~ une suspension virule-nte con-
tenant 100 DICT,.; par 0,1 ml. Après une incu-
bation à 250 C pendant 1 heure, on distribue 
0,2 ml de ce mélange par tube de cellules préa-
lablement vidé de l'ancien milieu, 5 tubes pour 
chaque dilution sérique. Un lot témoin est in-
fecté avec 100 D1CT60 par tube. Un autre lot ne 
reçoit que du milieu d'entretien. Une nouvelle 
incubation à 37° C pendant 1 heure précède la 
distribution de 1 ml de milieu d'entretien à tous 
les tubes. La lect~re se fait au 4• et au 5• jour 
d'incubation à 370 C. 
RÉSULTATS 
La culture des cellules testiculaires normales 
montre au moins deux sortes de cellules ; les 
premières qui sont les plus nombreuses sont de 
taille moyenne (7 µ X 18 µ) avec un noyau ova-
laire bombé ou allongé, les secondes ont un 
noyau énorme (diamètrè de 25 à 32 µ) et un 
immense cytoplasme (40 X 96 µ). Par la méthode 
de clonage, on peut isoler ces dernières, qui ne 
possèdent pas plusieurs noyaux comme les cel-
lules géantes. 
La multiplication du virus de la rhinotrachéite 
infectieuse bovine est positive sur les cei'lules tes-
ticulaires de foetus de mouton. L'effet cytopa-
thogène, qui débute aux environs de la ving-
tième heure, est très visible au bout de quarante 
heures d'incubation à 37° C. L'inte'n'sité et la 
netteté de l'infection dépendent de la concentra-
tion initiale de virus. La souche RIB (B1) 45' pousse 
un peu moins rapidement que la souche RIB 
(LAE). Mais au bout de quelques passages, elle 
s'adapte aussi bien que la seconde à ces cellules. 
L'effet cytopathogène est visible macrosco-
piquement ; il se manifeste par la perte de l'as-
pect transparent et uni du tapis cellulaire qui 
prend un aspect plus ou moins granuleux. Si 
les cellules n'ont reçu qu'une faible dose de 
virus, la multiplication de celui-ci se révèle par 
l'apparition de petites tâches blanchâtres fari-
neuses qui s'agrandissent rapidement pour 
devenir confluentes. 
A l'examen microscopique, on qbserve ~ne 
dislocation du tapis cellulaire avec des lacunes 
et des déchirures plus ou moins grandes et 
plus ou moins nombreuses selon la sévérité de 
l'infection. Les cellules se rétractent et s'arron-
dissent, les unes complètement' tout en conser-
vant un contour net, les autr~s gardant avec 
leurs voisines des connexions faites de minces 
filaments cytoplasmiques, d'où, l'apparition de 
chapelets et de grappes cellulaires. Ces cellules 
sont plus réfringentes que les normales et de 
plus en plus granuleuses. Il existe parfois d'énor-
mes cellules arrondies provenant des cellules 
normales de grande tatl le. A un stade plus avancé, 
la couche cellulaire se détache par lambeaux, 
entièrement ou en partie. Des cellules isolées ou 
en grappes flottent librement dans le milieu 
liquide au 4e jour. La dégénérescence s'accen-
tue et bientôt tl n'en reste plus que des vestiges 
informes. (voir figures no 1 et n° 2). 
Après coloration à l'hémalun-éosine, les cel-
lules atteintes présentent des noyaux pycno-
tiques, déformés et fortement basophiles. Cer-
tains, en se rétractant, sont séparés du cyto-
plasme par une aréole claire 'et offrent ainsi 
l'aspect d'une inclusion nucléaire. D'autres pré-
sentent des imqges de margination de la chro-
matine ou de caryorexie. Le cytoplasme, plus 
ou moins granuleux, devient une masse réfrin-
gente lorsqu'il se rétracte complètement. Sur un 
certain nombre de cellules qui ont encore leur 
cytoplasme presque intact ou à peine rétracté, on 
voit apparaître des inclusions d'un type particu-
lier, sorte d'amas arrondis, granuleux, très éosi-
nophiles et qui se placent au hasard ou en cou-
ronne tout autour du noyau (voir figures n° 3, 
4 et 5). Il n'existe pas d'aréole autour de ces 
éléments qui ne-sont pas aperçus sur les cellules 
des lots témoins non infectés ou séro-protégés. 
Par contre on constate sur certaines cellules des 
inclusions intracytoplasmiques avec une aréole 
bien nette, mais qui sont peu éosinophiles et 
exi~tent aussi bien dans les lots infectés que dans 
les témoins. 
Au bout de 72 heures d'incubation à 37°, les 
cultures de souches (B1) 45 et LAE sur cellules 
testiculaires ont donné respectivement 106•6 
D1CT60 et 10"" D1CT60 par ml. Il y a de faibles 
variations de titre selon les souches de cellules 
utilisées. 
La réaction de séroneutralisation montre que 
les antisérums de lapins et de bovins protègent 
les cellules contre 1.000 D1CT50 au minimu;,,. 
Il existe une séroneutralisation croisée entre nos 
deux souches de virus. Les sérums de lapins 
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Fig. 1. - Cellules testiculaires ovines infectées par virus RIB (sans coloration 
Microscope Zeiss, obj. 10/0,22, ocul Kpl 8 X 
Fig. 2
1
• - Cellule testiculaire ovine infectée par virus RIB ; 
cytoplasme rétracté ·et noyau pycnotique (hérhalun-éosine) 
Microscope Zeiss, obj. Plan 100/1,25, ocul. Kpl 8. >< 
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Fig. 3. - Cellules testiculaires ov.ines infectées par virus RIB. ; 
noyau pycnotique et inclusions intracytoplasrniques (hémalun-éosine) 
Microscope Zeiss, obj. Neofluar 16/0,40, ocul.· Kp!. 8 x 
Fig. 4. - Cellule lestic.uloîre ovine infectée par virus RIB ; 
noyau pycnofique, inclusions intracyloplasmiques (hémolun-éosine) 
Microscope Zeiss, obj. Plan 100/1,25, ocul. Kpl B X 
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Fig. 5. - Cellule testiculaire ovine infecté~ par virus RIB : inclusions intracytoplasmiques 
(hémalun-éosine) Microscope Zeiss, obj. Néofluar 40/0,75, ocul. Kpl 8 X 
inoculés avec une culture de cellules normales et 
les sérums de bovins normaux n'ont aucun pou-
voir protecteur vis-à-vis de ce virus. 
COMMENTAIRES 
La possibilité de cultiver le virus de la rhino-
trachéite infectieuse bovine sur des cellules testi-
culaires d'embryon de mouton nous offre une 
nouvelle source de tissu dont la facilité de tryp-
sination, le haut rendement en cellules, le risque 
réduit de présence de germes saprophytes au 
niveau de cet organe (par rapport au rein) nous 
incitent à ne pas la négliger. Sur les cellules tes-
ticulaires d'agneau, PRYDIE et COAKLEY (11) 
ont réussi à cultiver le virus de la« Lumpy skin 
d1sease », CILLI (12) le virus du fibrome de 
Shope et celui de la clavelée. HESS, MAY et 
PATTY (13) ont effectué sur ces mêmes cellules 
la culture d'un grand nombre de virus notam-
ment ceux de la fièvre aphteuse, de la stomatite 
vésiculaire, de la « lumpy skin disease » et 
celui de la peste porcine africaine déjà passée 
sur cultures cellulaires. Nos résultats complètent 
donc ceux de ces auteurs et contribuent à mon-
trer l'intérêt de ce nouveau type de cellules. 
La faculté d'un virus de se multiplier sur cer-
tains types de cellules peut constituer un ensemble 
de caractères facil 1tant son identification et une 
étude détaillée ,de la multiplication de chaque 
virus sur des souches diverses de cellules est 
donc souhaitable. MADIN (8) a fait un travail 
méritoire en dressant la liste, quoiqu'incomplète, 
des cellules supportant la multiplication des virus 
des animaux. Un tableau d'ensemble concernant 
un plus grand nombre de cellules avec des 
détails sur leurs lésions respectives nous per-
mettra la différenciation d'un certain nombre 
d'entre eux. 
SUMMA!IY 
c!-!,!l!r~ of the l11feçtip:u, bovhie llhinotra~heitis 
on sh~p ~r:.:.brYo-fe~fic1~ ~~li~'. , ' · " 
The multiplkq.t1pn iDf fhe lnfectious bP".!8~ Rhinotrach~itis hqs been obtqined 
on embryo shei;ip t!=!sticl~ E:fll l~ cµ!t1vqteQ jn o rn~d1~m pr~pcir,~~ wi1~ lactalbumin 
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hydrolysa1 in Hanks' buffered saline solution, added of lamb and calf serum. 
The cytopath1c effect was produced after a incubation of twenty lo forty hours, 
al 370 C. Large eosinophilic inclusions of a part1cular lype were observed in the 
cyloplasma of a few number of offected cells. The seroprotected cells remo1ned 
normal. 
RESUMEN 
Cultivo del virus de la rinotraqueitis infecciosa de los bovinos 
sobre la5 celulas testiculares del embrion de oveja 
La multiplicaci6n del virus de la rinotraqueit1s 1nfecciosa bav1na puede 
efectuarse sobre células testiculares del embriôn de oveja, cultivadas m vitro, 
en media a base de h1drolisado de lactoolbùmina con un agregado de suera de 
cordera o de ternero Al cabo de 20 à 40 haras de incubacibn a 37° : C, ella se 
man,fiesta par un efecto citopat6geno. Se han observado grandes inclusiones de 
eosin6fi/os de un tipo particular en el citoplama de un cierto nûmero de células 
lesionadas. Las células seroprotegidas permanecen normales. 
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